PCI‘ . WELTORGANISATION FUR GEISTIGES EIGENTUM
Internationales Biiro

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG UBER DIE
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT)

(51) Intermationale Patentklassifikation S :

(11) Internationale Verdffentlichungsnummer: WO 92/ 18645

C12Q 1/68, C12N 15/10 Al | (43) Internationales
C12P 21/00 Veroffentlichungsdatum: 29. Oktober 1992 (29.10.92)
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP92/00840 | (74) Anwilte: WERNER, Hans-Karsten usv;r. ; Deichmann-
B . haus am Hauptbahnhof, D-5000 Kéln 1 (DE).
(22) Internationales Anmeldedatum:  14. April 1992 (14.04.92) _
‘ (81) Bestimmungsstaaten: AT (europiisches Patent),,BE (euro-
(30) Priorititsdaten: pdisches Patent), CH (europiisches Patent), DE (euro-
. P41124405 piisches Patent), DK (europdisches Patent), ES (euro-

16. April 1991 (16.0491)  DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): DIA-
GEN INSTITUT FOR MOLEKULARBIOLOGISCHE
DIAGNOSTIK GMBH [DE/DE]); Max-Volmer-Strasse
4, D-4010 Hilden (DE). . -

(72) Ediinder; und

5 Exfinder/Amnelder. (nur fiir US) : HENCO, Karsten [DE/
DE]; Kirchberg 4, D-4006 Erkrath 2 (DE) EIGEN,
Manfred [DE/DE], Georg-Dehio-Weg 14, D-3400 Got-
tingen (DE).

pdisches Patent), FR (europiisches Patent), GB (euro-
piisches Patent), GR (europdisches Patent), IT (europii-

sches Patent), JP, LU (europiisches Patent), MC (euro- |-

piisches Patent), NL (europiisches Patent), SE (europai-
sches Patent), US.

Veroffentlicht
Mit internationalem Recherchenbericht.
Vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche zugelasse-
nen Frist. Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderun-

gen eintreffen.

(54) Title: METHOD FOR PREPARING NEW BIOPOLYMERS
(54) Bezeichnung: YERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON NEUEN BIOPOLYMEREN

(57) Abstract

In a method for pxepanng new biopolymers with improved properties using polymerases, at least one cycle of the follow-
ing steps is carried out in a series of parallel arrangements to be compared: Nucleic acid sequences or a mixture of similar nucleic
acid sequences in the mutant distribution of a quasi species undergo limited mutagenesis in the region of the error threshold. The
mixtures are replicated under simultaneous conditions and/or consecutively. The resultant nucleic acids mixtures are compart-
mented by division. They are then selected by means of a selection system which reflects the pmpenm of interest of the nucleic-
acid sequence itself or indirectly through its translation product.

(57) Zusammenfassung

Das Verfahren zur Herstellang von neuen Biopolymeren mit verbesserten Eigenschaften mittels Polymerasen besteht da-
rin, dass mindestens ein Zyklus der nachstehend genannten Schritte in einer Serie von zu vergleichenden Parallelansitzen durch-
laufen wird: Nukleinsiuresequenzen oder ein Gemisch dhnlicher Nukleinsiuresequenzen in der Mutantenverteilung einer Quasi-
" Spezies werden in Bereich der Fehlerschwelle einer begrenzten Mutagenese unterworfen; diese Gemische werden unter simulta-
nen Bedmgungen und/oder nacheinander repliziert; die so enstandenen Nukleinsiuregemische werden durch Aufteilung kom-
partimentiert; und danach durch ein Selektionssystem selektiert, welches die interessierenden Exgenschaﬁen der Nukleinsdurese-
quenz selbst oder indirekt ber deren Translanonsprodukt reflektiert.
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"Verfahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren"

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren
zur Herstellung von neuen Biopolymeren mit .verbesserten
Eigenschaften mittels Polymerasen. Biopolymere wie
Peptide und RNA werden stets synthetisiert unter Mit-
wirkung von Pblymerasen. Um neue Biopolymere mnit ver-
besserten Eigenschaften zu erhalten, hat man in der Ver-
gangenheit vor allem nach neuen biologischen Quellen ge- '
sucht und diese selektiert, um schlieBlich solche mit
guten oder besseren Eigenschaften im groBen Umfang 2zu
replizieren und dadurch die gewiinschten Biopolymere zu
produzieren. Letztlich beruhen hierauf alle Xklassischen
bioclogischen und mikrobiologischen ZzZichtungsmethoden.

Durch die Technik der Rekombination von Genen und der
Produktion von Biopolymeren in Mikroorganismen und Zell-
kulturen konnten bereits erhebliche Fortschritte erzielt
werden. Versuche durch gezielte oder ungezielte Veridnde-
rung einzelner oder mehrerer Teile der -Biopolymeren bzw.
der kodierenden Nukleinsiduresequenzen haben trotz des

‘erheblichen Aufwandes nur in wenigen Fallen zum Erfolg-

gefiihrt. L. Gold beschreibt die Optimierung einer RNA
Uber eine oder zwei gleichwertige Punktmutationen inner-
halb eines engen Sequenzausschnittes nach einem Ver-
fahren, das SELEX genannt wurde. Die Natur zeigt jedoch,
daB haufig entferntere Sequenzabschnitte oder langere
zusammenhangende Sequenzabschnitte zum Gegenstand ge-
zielter Optimierung werden. Beispiele hierfiir sind die
Optimierung von Antikérpern nach Mechanismen, die als

‘somatische Mutationen beschrieben sind. Somatische Muta-

tionen sind mechanistisch noch nicht vollends verstanden,
zeigen jedoch eine bedeutende Steigerung der Selektivitat
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eines Antikérpers und erweitern somit das genetische Po-
tential kodierter Antikdrper iber ihre Fahigkeit 2zur
variierenden Rekombination hinaus.

pie optimierung biologischer Pharmaprodukte ist ein
wichtiges Ziel der pharmazeutischen Industrie. Erwahnt
seien die Optimierung von enzymatischen Aktivitaten, von
Rezeptoreigenschaften, von I_.igandenwech'selwirkungen, von
antibiotischen oder antiviralen Eigenschaften, von effek-
tiver Vaccinierung etc. Technisch werden bislang viele
Wege verfolgt wie Screeningmethoden auf bereits natiirlich
vorhandene Strukturen oder deren chemische Modifizierung,
wie zielorientiertes Design durch Computermodelling oder
rekombinant gentechnische Verfahren.

Die Natur offenbart uns die Ergebnisse eines natirlichen
Optimierungsprozes'ses, d. h., die Ergebnisse der Evo-
lution. Ihre Mechanismen zu verstehen, war das Anliegen
vieler namhafter Naturwissenschaftler und Philosophen. Es
soll hier in wenigen Sidtzen versucht werden, die Auf-
fassungen Darwins ("The origin of Species", G. G. Simpson,
Collier-Mac Millan, London, 1962), Monods ("Zufall und
Notwendigkeit", J. Monod, Piper, Mianchen, 1971) und
Eigens (M. Eigen, J. McCaskill & P. Schuster, 1987, 1988,
J. Phys. Chem.) kurz zu analysieren. Darwin kam bei
seinem Studium der Arten zu dem Ergebnis, daB Bvolut:.on
auf dem Wechselspiel von Mutation und natirlicher Selek-
tion beruht. Monod arbeitete diese Gedanken in das neue
Weltbild der molekularen Genetik ein und diskutierte die
Bedeutung zufdlliger Mutationen der genetischen Infor- -
mation eines existierenden Wildtyps und ihre 2zwangs-
liufige Selektion im Falle einer besser angepaSten Wer-

tigkeit..

Eigen konnte anhand einfacher Gberlegungen demonstrieren,
daB der natirliche Optimierungsprozess der Evolution durch
Wildtyp-Mutagenese nicht erklarbar ist. Anders ausge-

L2
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drickt, ein blindes Aﬁsprobieren natirlich entstehender
Wildtypmutanten konnte angesichts unvorstellbar groSer
Zahlen méglicher Alternativen niemals zu einer effizien-
ten Evolution fihren. Der abgelaufene Zeitraum von ca.
4 Milliarden Jahren wire zu kurz, die zur Verfigung
stehende Materie um viele GroBenordnungen zu Xklein, um
auch nur zu primitiven Lebensformen 2zu gelangen. Der
Durchbruch im Verstdndnis evolutiver Vorgéhge geiang
durch die richtige Interpretation genetischer Experimente
sowie durch die Einfiihrung neuer Konzepte, wie Quasi-
Spezies,' Sequenzraum, Wertlandschaft, Hyperzyklus, Kom-
partimentierung.

Fur die vorliegende Erfindung sind Erklarungen zu einigen
Begriffen unbedingt notwendig, da sie far die beanspruchte
erfinderische ©Umsetzung in wirtschaftlich nutzbare
Synthesestrategien unumganglich sind. '

"Quasi-Spezies" bezeichnet ein neues Verstindnis der alten
"Wildtyp"-Definition. Die Gesamtheit einer durch Redupli-
kation auseinander hervorgegangenen Kollektion von Ge-
nomen stellt keine Sammlung identischer (Wildtyp)-Sequen-
zen dar. Vielmehr handelt es sich um eine Verteilung von
Mutanten in der Umgebung des Wildtyps. Die Verteilung als
solche ist das Objekt der Selektion, nicht die spezifische
"Wildtyp"-Sequenz. Die Verteilung ‘entsteht vor allem durch
Kopierfehler reduplikativer Enzyme (Polymerasen). Ledig-
lich die hdufigst vertretene mittlere Sequenz ist iden- .
tisch mit dem zuvor angenommenen "Wildtyp", wahrend die
groBe Mehrheit aller idbrigen Sequenzen mehr oder weniger
starke Abweichungen zur ehemals definierten Wildtyp-Se-
quenz aufweisen. Die Hiufigkeit einer spezifischen Se-
quenz und die Hiufigkeit eng verwandter Sequenzen stellt
ein MaB fir die biologische Wertigkeit dar. Die Verteilung
bestimmt die sogenannte Wertlandschaft. Der evolutive
Vorteil liegt unmittelbar auf der Hand: Bei verandertem -
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Anforderungsprofil kann ein so strukturiertes blologisches
System rasch reagieren. Wenn auch zunidchst zahlenmdBig
nicht stark vertreten, so gibt es doch Varianten, die
relativ weit entfernt vom Wildtyp, jedoch ndher am hypo-
thetisch neuen Maximum einer Wertigkeit liegen. Die
Evolution erhialt dadurch eine interne Steuerung, und es
wird Zeit gewonnen. Dem positiven Effekt entgegen steht
die Gefahr des Informationsverlustes durch zu gro8e Re-
plikationsfehlgrhéufigkeit. Eigen konnte zeigen, das
natiirliche Systeme dicht unterhalb des zulassigen Fehler-
maximums replizieren. Ein irreversibles ZerflieBen gene-
tischer Information wird verhindert, doch ist die Flexi-~
bilitat fir Verinderungen maximal. Die Quasi-Spezies
bleibt stabil, solange sich keine besser angepaBtevVeré
teilung aufbaut. Eine weitere Folgerung dieses mneuen
Verstindnisses von Wertlandschaften ist es, daB blinde
utrial and error" Mutageneseprozesse nicht erforderlich
sind, sondern daB sich evolutive Anpassungen zielgerich-
tet entlang von "Graten" der Wertlandschaft bewegen.
Hyperzyklus und Kompartimentierung sind weitere Begriffe,
die erfinderisch in den TechnikmaBstab umgesetzt werden
und in ihrer Natur kurz erklart werden sollen. Der Hyper-=
zyklus stellt die zyklische Interaktion von replikations-
fihigen Informationstragern und den durch sie kodierten
Replikation-katalysierenden Enzymen dar. ‘Die Kompatti-
mentierung in Vesikel oder zellstrukturen sorgt dafur,
daB Varianten von Hyperzyklen fir sich evoluieren kénnen
und daB verhindert wird, daB sich Mutationen statistisch
und gleichmidBig auswirken, und somit nicht direkt und
spezifisch auf die kodierende Segquenz rickwirken.

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, unter Aus-

nutzung obiger Erkenntnlsse ein Verfahren zur Herstellung

von neuen Biopolymeren mit systematlsch verbesserten El-'
genschaften mittels Polymerasen 2zu entwickeln. Diese Auf-

gabe kann geldst werden dadurch, daB mindestens ein Zyklus
der nachstehend genannten Schritte in einer Serie von zu
vergleichenden Parallelansidtzen durchlaufen wird,
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- Nukleinsauresequenzen oder ein Gemisch &hnlicher
Nukleinsduresequenzen in der Mutantenverteilung
einer Quasi-Spezies werden im Bereich der
Fehlerschﬁelle einer begrenzten Mutagenese un-
tervorfen,

-  diese Gemische werden unter simultanen Bedingungen
und/oder nacheinander repliziert,

- die so entstandenen Nukleinsduregemische werden durch
Aufteilung kompartimentiert

- und danach durch ein Selektionssystem selektiert,
welches die interessiérenden Eigenschaften der Nukle-
insduresequenz selbst oder indirekt iiber deren Trans-
lationsptodukt reflektiert.

Die Mutagenese erfolgt im einfachsten Fall bereits durch
die Replikation im Bereich der Fehlerschwelle des Repli-
kationsenzyms/Enzymsystems. Dariiber hinaus kann sie auch
erfolgen durch Reaktionsbedingungen und Reaktionspara-
meter, die Mutationen beginstigen, um in den Bereich der
zuldssigen Fehlerschwelle fiir ein Gensegment 2zu gelangen
oder kurz dariber hinaus. Hierzu zdhlen beispielsweise
die definiert ungleichgewichtige Gabe von Purin- und/oder
Pyrimidinnukleotidbasen sowie die Zugabe von Basenanalo-
gen. -Weiterhin koénnen auch mutagene Substanzen und/oder
energiereiche Strahlung angewendet werden. SchlieBlich
konnen auch sonstige Parameter wie Temperatur, pH-Wert,
‘Redoxpotential etc. Mutationen begiinstigen.

Unter begrenzter Mutation im Sinne der vorliegenden Er-
findung ist eine Mutagenese zu verstehen, die noch nicht
zur vélligen Zerstérung des Systems fihrt. Sie beab-
sichtigt weiterhin, nicht samtliche Teile der Nuklein-
saurésequenz zu verandern. Dies bedeutet jedoch nicht,
daB fiir Teile des Gemisches und kurzzeitig doch die biolo-
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gisch zuldssige Grenze fiberschritten wird. Es ist also
dui'chaus zuldssig, das8 neben tberlebensfihigen und gege-
benenfalls optimierten Mutanten auch geschadigte Mutanten
entstehen, die letztlich nicht dberleben. Auf alle Falle
soll nicht nur eine einzele Mutante dberleben, sondern es
missen Gruppen von Mutahten iiberleben. Die Bedingungen
der Mutagenese kénnen dariiber hinaus durchaus so gewahlt
oder abgestuft werden, daB unterschiedliche Nukleinsaure-
sequenzabschnitte unterschiedlichem Mutagenesedruck aus-
gesetzt sind. Aber auch bei dieser Ausfithrungsform ist
darauf zu achten, das8 Gruppen von Mutanten iberleben.

Vorzugsweise erfolgt die Mutagenese so, da8 durch die
Einstellung der als Variablen benutzten Genhauigkeit der
Replikation oder deren abgestufte Genauigkeit in kon-
sekutiven Schritten um den Bereich der Fehlerschwelle
herum ("Tempern"), gefolgt von der (>> 10) genaueren Ver-
.stérkungsreplikation die Verteilung der Nukleinsduren auf
das gesuchte Optimum hin gerichtet durch die Wertland-
schaft im Bereich ihrer Fehlerschwelle gefiihrt wird.

Die Aufteilung in Kompartimente mu8 erfindungsgemaB so -

erfolgen, daB einerseits praktisch alle neuen und alle
alten Varianten in mindestens einem Xompartiment vor-

handen sind, andererseits der Inhalt der Kompartimente

durch phianotypische Selektion differenziert werden kann.
Diese Bedingungen kénnen von Fall zu Fall durch relativ
einfache Vorversuche ermittelt werden. Als Kompartimente
sind beispielsweise geeignet die Kbmpartimente in den
Replika_tionsmaschinen nach Eigen; vgl. Patentanmeldungen
EP 88 13 773.2 ("Verschiebeeinheit"), EP 88 14 398.8
("Gradientenbrett®), DE 40 22 792.8 ("Folie"), DE 40 22

'793.6 ("VerschweiBeinrichtung"), DE 40 22 794.4 ("Form

d. Folie") und DE 40 29 004.2 ("Schlitten").

Fiir die praktische Durchfiihrung des Verfahrens ist es
weiterhin wichtig, daB die zu einer phéanotypisch selek~

PCI/EP92/00840
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tierten Biopolymerengruppe zugehérigen Nukleinsaure-
segquenzen simultan oder nachtréglich allein oder im Ge-
misch zugeordnet werden kénnen. Dies ist vor allem des-
halb nétig, um die erfindungsgemdf ermittelten opti-
mierten Nukleinsduresequenzen wiederzufinden und gezielt
fir weitere Zyklen einsetzen zu koénnen.

Im Gegensatz zu den klassischen Methoden der Gentechno-
logie werden erfindungsgemiB weder die genauen Nuklein-
sduresequenzen der Ausgangspopulation noch die genauen
Nukleinsduresequenzen der optimierten Population bestimmt.
Es wird vielmehr ausgehend von den Variationsbreiten aus-
gewahlter Gruppen durch Mutagenese und Selektionierung
weiterentwickelt. Hierdurch werden die Gratwanderungen
der Natur bei der Evolution ausgenutzt und dadurch das
Gesamtverfahren beschleunigt und vereinfacht.

Die Selektionierung der Nukleinsiduregemische erfolgt vor-
zugsweise an Produkten, welche direkte Kopplungen von
Genotypen und Phdnotypen darstellen. Ein Beispiel hierfir
sind Polysome, die in einer direkten Kopplung sowohl die
Translationsprodﬁkte als auch deren kodierende RNA ent-
halten. Gruppen derartiger Polysome kénnen beispielsweise
biologisch relevant {blicherweise selektiert werden zum
Beispiel durch ihre Eigenschaft‘ der Bindung an bestimmte
Rezeptoren, wie Antikorper, Métallchelatkomplexe etc. An
diesen Polysomen wiederum ist die relevante Nukleinsiure-
sequenz noch angekoppelt. Sie kann daher in besonders
einfacher Weise nachtraglich wieder zugeordnet werden.
Selbstverstandlich sind aber auch andere iibliche Methoden
der Selektionierung méglich. Beispielsweise kann eine
derartige Durchmusterung eines groBSen selektierten Mutan-
tenspektrums auch auf den Apparaturen nach Eigen erfolgen.
Sie ermdglicht aus einem initialen Variantenspektrum von
10% in bereits vier Zyklen dieser Apparatur die Selektion
eines einzigen Klons. Die zahlenmdBigen Bereiche, in denen
diese Selektionierung sinnvoll und effizient durchfihrbar
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sind, ergeben sich aus dei' anliegenden I"igur 1 dber die
hierarchische Parallelfihrung und Selektion sowie die
zugehdérigen Zahlenbeispiele fir die Durchmusterung eines
groBen selektierten Mutantenspektrums. Als besonders ge-
eignete Verfahren zur Detektion haben sich hierbei
Fluoreszenznachweisverfahi‘en erwiesen. 4

Wenn eine Mutantenverteilung bemerkenswerte Eigenschaften
aufweist, last sich durch hierarchische Parallelfithrung
ein groBes Spekturm von Mutanten durchmustern. Fir das
Beispiel einer Multiplizitdt von 10° varianten ist man

bereits nach 4 Selektionszyklen bei der Stufe einer Rein-
kultur.

Um statistisch mit hoher Wahrscheinlichkeit keine Varian-
ten zu verlieren, werden nach Verstérkting so viele Mutan-
ten in den nachsten Zyklus Gberfilhrt, daB jede der se-
lektionierten Varianten ca. 10 x vertreten ist. Bei
Zahlenwerten << 10 wiirde der stochastische Effekt ma8-
gebend, so daB leicht Variantenverluste eintreten konnen.
Umgekehrt wirde die durchschnittliche Reprasentanz von
100 Kopien jeder Variante Xkeinen Selektionseffekt bzw.
Reduktion der Variantenanzahl bewirken.

Bei der Durchfithrung des erfindungsgemaBen Verfahrens
sollte deshalb darauf geachtet werden, daB nach Mbéglich-

keit die folgenden Parameter erfillt werden:

- Zyklisch gefihrte Reaktionskette mit von auBen
steuerbarer biologischer Funktionskontrolle und
Selektion;

- reproduzierbare Handhabung grofer Probenmengen;
- méglicher Verzicht auf rekombinante Organismen;

- zyklische, kinstlich induzierte Verbreiterung des
Mutantensprektrums mit regioselektiver Mutagenese;
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-

- on-Line-Kontrolle der Optimierung;

- Moglichkeit zur Generierung statistischer Verteilun-
gen grofer Quasi-Spezies-Populationen:

- Optimierung der Populatlon entlang von Graten der
Wertlandschaft:

- hierarchische Parallelfithrung vieler Probenansiatze.

Hiermit unterscheidet sich das erfindungsgemiBe Verfahren:
-deutlich von bisher bekannten Verfahren. Die Idee, aus

einem Kollektiv randomisiert angebotener Mutanten gut -
angepaBte Substrukturen zu selektionieren, ist bereits

von Rechenberg 1973 vorgeschlagen worden ("Evolutionsstra-~
. tegie", Problemata frommannholzboog, Stuttgart-Bad Cann-

statt). C. Tuerk und L. Gold (1990), Science 249, 505 -

510, konnten experimentell auch zeigen, das diése Vor-

gehenswe:.se zum Erfolg fuhrt:, wenn Gdie Anzahl méglicher

Mutanten klein ist, 4. h. die Anzahl der zu variierenden

Positionen gering ist und somit alle méglichen Varianten

a priori in einem Gemisch reprasentiert sind. Das bedeutet
‘jedoch in einem Kolletiv von angenommen 1012 Molekilen,

ca. 18 Positionen auf DNA/RNA-Ebene, wenn jede mdgliche

Sequenz mit durchschnittlich 10 Molekiilen besetzt sein

soll. Mit dieser Strategie lassen sich nur &uBerst kurze

Bereiche optimieren. Ziel einer Selektion sollen jedoch

erfindungsgemidB Proteine sein, an denen groBe Teiie der

Sequenzen optimiert werden kénnen und die dennoch als

Gruppe von Mutantenverteilungen vorliegen. Mit einer

a priori Verteilung miBte eine unvorstellbar groBfe Anzahl

| von Molekiilen bearbeitet werden. Dies kann aus den ver-

sbhiedenstens_ Grinden, insbesondere aus den Grinden des

unverhdltnismi8ig groBen Aﬁfﬁandeé nicht funktionieren.

Es wirden wiederum alle Dimensionen an Material und be-

nétigter Zeit -gesprengt.
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Auch die Verfahren des sogenannten "serial transfer" sind
zumindestens in der bisher in der Literatur beschriebenen
"Form nicht praktikabel, wennvaer Selektionsschritt und
die Bewertung der spezifischen Mutante eine Verdénnung
auf Einzelkopieebene verlangt. Damit lassen sich technisch
zu wenig Mutanten testen und werten. Erfindungsgemis wird
von dem Prinzip der Natur Gebrauch gemacht, in welcher
die besser angepaBten Mutanten weder einem homogenen Se-
quenzspektrum noch einer definierten Wildtypsequenz ent-
sprechen. Die Natur arbeitet hingegen mit Mutantenver-
teilungen und einer Wichtung der Quasi-Spezies. Dieses
Prinzip ist bisher nie zur gezielten Weiterentwicklung
und Wertigkeitsbestimimng herangezogen worden. Es sind
deshalb auch nicht die sie umgebene Wertlandschaft des
Sequenzraumes inklusive solcher Mutanten mit groSen
Hamming-Abstanden beriicksichtigt worden. Gerade die Popﬁ-
lation von Mutanten in weiterer Entfernung zur hdufigst
besetzten Sequenz und deren engsten Umgebungen vermehrt
zu besetzen, wird erfindungsgemif ausgenutzt. Dabei wird
die Besetzung der Wertlandschaft der Quasi-Spezies-Ver-
teilung verbreitert, d. h. geschmolzen. Unter diesem
‘Schmelzen wird verstanden, das begrenzte Uberschreiten -
zuliassiger Fehlergrenzen. Die zuldssige Fehlergrenze (Eih-
bauraten von nicht "Watson-Crick-Paaren® ist definiert
durch die Linge der Sequenz und den Selektionswert einer
Quasi-Spezies-Verteilung, d. h. der HShenverteilung der
Werteprofile. Da die Fehleinbauraten der verwendeten
Polymerasen bezogen auf die in vitro replizierten Se-
quenzen gewdhnlich klein sind, wird der Mutationsdruck
erfindungsgemiB kinstlich erhéht. :

Abgestimmt auf den Mutationsdruck muB dann die Stringenz
‘des Selektionssystems gewahlt werden. Die Stringenz muf
'so groB sein, daB das Profil der Besetzung der Wertland-
schaft folgt und bestehen bleibt im Gegensatz zur sta-
tistischen Gleichverteilung beim SELEX-Verfahren. Die
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Bedingungen sind somit auch so zu wahlen, da8 Mutanten
mit groBen relativen Hamming-Abstdnden die Selektion tber-
stehen kénnen. '

Das erfindungsgemdBe Konzept der Quasi-Spezies berick-
sichtigt auch die Besetzﬁngsdichte sogenannter neutraler
Mutanten. Im‘engste'n Sinne neutral sind nur die Mutanten,
die auch in der Nachbarschaft von gleichwertigen Mutanten
umgeben sind, d. h. einem Plateau in der Wertlandschaft.
Dies kann jedoch nur annidhernd gelten. Der Wert einer
spezifischen Sequenz wird mitbestimmt von der Bewertung
und somit Besetzung der benachbarten Varianten, aus denen '
eben diese Mutante be:. Replikation und geringer Mutagenese
hervorgehen kann. Erfindungsgemd8 sollten deshalb die
Bedingungen so gewdhlt werden, daB eine hinreichende Be-
setzungsdichte der Wertlandschaft erhalten bleibt. Es
wird daher erfindungsgemid8 unterschieden zwischen dem
Mutageneseschritt zur Schaffung von Varianten groBer
Hamming-Abstdnde und dem Replikationsschritt zur Besetzung
der jeweiligen engeren Hamming-Abstinde in der Umgebung
der weit entfernten Varianten. Dieses Prinzip wird augen-
scheinlich in der anliegenden Darstellung der Mutagenese.
und Amplikationsstrategie zum Schmelzen von Quasi-Spezies-
Verteilungen; Figur 2. '

Diese stilisierte Darstellung beschreibt das Schicksal
einer Mutantensequenz aus einer Mutantenverteilung, die
den vorhergehnden Selektions- und Verteilungsschritt uber-
standen hat. Im Mutagenese-Schritt. wird diese Sequenz in
einem "Mutagenese-Puls" geschmolzen, d. h. daB Mutanten
entstehen, die einen héheren mittleren Hamming~Abstand
von den Ausgangsmutanten haben, als es der natirlichen
Fehleinbaurate der beteiligten Polymerasen entsprechen
wurde. Um eine funktionale Selektion betreiben zu kénnen,
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folgt dem Mutageneseschritt erfindungsgemiB ein Ver-
starkungsschritt (Amplifikation). Hierbei wird der Mu-
tationsdruck experimentell deutlich niedriger gewdhlt, im
Extremfall entsprechend der natirlichen Fehleinbaurate
der verwendeten Polymerasen. Damit ergibt sich um die
mittlere Sequenz der weit voneinander diverglerenden
Varianten -jewells ein Mutantenspektrum mit kleineren

Hamming—Absténden.

Verfahren, die sich fir die besprochene Vorgehensweise
eignen, sind automatisierte Genamplifikationsverfahren,
die zyklisch oder alternierend zyklisch gefahren werden
und das Prozessieren umfangreicher Kollektive erlauben.
Dafiir wurden PCR-taugliche Systeme entwickelt und/oder
serial Transfer-Systeme, wobei umfangreiche Quasi-
Spezies-Verteilungen transferiert und selektiert werden
kénnen. Bei der erfindungsgemiBSen Umsetzung der Technik
kommt es, wie oben beschrieben, auf die technische Be-
herrschung groBer Probenkollektlve an und deren Wichtung.
mittels geeigneter Selektionssysteme. Andere Amplifika-
tionsverfahren (z. B. J. Compton 1991, Nature 350, 91 -
92) sind unter bestimmten Bedingungen ebenfalls fir den
Verstarkungs- und Mutageneseschritt geeignet.

Mit der beschriebenen Folientechnik zur Genamplifikations-—
strategie lassen sich technisch zwischen 103 und 106 Re-
aktionsansdtze parallel bewerten. Das bedeutet letztlich
die Analyse und Selektion aus bis zu 1013 bis 101® Mutan-

ten pro Reaktionszyklus.

Das erfindungsgemidBe Wechselspiel von Selektionsdruck und
Mutationsdruck sorgt fiir die Balance zwischen ZerflieBen
des Informatlonsgehaltes in ein Kontmuum zahlenmaBig
nicht mehr 2zu bewaltlgender Besetzungsmoglzchkelten
einerseits und Erstarren des Systems andererseits. Es ist
fein ahgestimmﬁ, um ein optimales Driften der Quasi-
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Spezies hin zum gesuchten Optimum zu gestatten. Das Ver-
fahren der Natur konnte 2zwar analysiert werden und gibt
zahlenmidBig wertvolle Hinweise fir die grodS8enordnungs-
mdBige Wahl der experimentellen Parameter, das Feintuning
wird jedoch erfindungsgemiB jeweils angepaSBt, da es spezi-
fisch nit dem jeweiligen Anforderungsprofil korreliert
ist und sich im Verlaufe des Optimierungsprofils veran-
dern kann. Mit anderen Worten, beide Parameter sind immer
wieder einander anzugleichen. Sie spiegeln die jeweilige
Struktur der Wertlandschaft wieder, d. h. die Zerkliftung
oder die Breite der Grate und Bergriicken. Kleine Fehlab-
weichungen eines Parameters koénnen durch Nachfihren des
" zweiten Parameters nachgesteuert werden, so das8 die Ge-
fahr beherrscht werden kann, daB z. B. in einem fortge-
schrittenen Optimierungsstadium durch zu hohen Mutations-
druck die Information irreversibel zerflieBt. Konkret
bedeutet dies, daB bei 2u niedrig gewdhltem Mutations-—
druck der Selektionsdruck erhéht werden kann und bei 2zu
hoch gewdhltem Mutationsdruck der Selektionsdruck ver-
ringert werden kann.

Von groBer Bedeutung fiir die Adjustierung der diskutierten
Parameter ist die Wahl des Selektionsverfahrens, mit dem
es mdglich sein muB, kontrolliert Quasi-Spezies-Verteilung
zu selektionieren. Die Parameter sollen die Wertigkeit
einer Population korrekt messen koénnen, d. h. sie sollen
nit dem angestrebten Optimum eng korreliert sein. Ihr
Signal/Rausch-Verhdltnis muB8 hinreichend gro8 sein, um
bei der Prallelfithrung von Experimenten im automatisierten
Vielkanalsystem klare Entscheidungen zuzulassen. Fluores-
zenzmeBverfahren eignen sich optimal fir diesen 2Zweck.

Vorzugsweise sollen Selektionsdrucke ausgeschlossen wer-
den, ‘die nicht im direkten Zusammenhang mit dem Ziel-
optimum stehen. So wird die _Répiikationsgeschwiridigkeit
als Kriterium ausgeschlossen, indem amplifizierende
Enzyme, Primer im UberschuB angeboten werden. Bei Einsatz
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der in vitro Proteinbiosynthese lassen sich Effekte aus-

schlieBen, die auf Gebrauch seltener Codons zuruckzufuhren

sind.

ErfmdungsgemaB wird der Zyklus nindestens einmal, vor-
zugsweise jedoch mehrfach durchgefuhrt In Figur 3 ist
eine typische zyklische Produktoptimierung gezeigt. Sie
kann beispielsweise die Schritte a) bis k) beinhalten.
Dabei wird eine zu Optimierénde, informationstragende RNA
entweder mittels Replikase oder in einer PCR-Reaktion
oder einem homogenen RNA/DNA-Replifikationsvefahren muta-
genisiert und repliziert. Dabei wird fir eine Ubersetzung
in das zugehorige Proteinprodukt eine Promotor-Sequenz
eingefiihrt, die sich z. B. iiber primer oder Ligationsver-
fahren synthetisch einfiihren 1d8t und somit dem Mutations-
schritt nicht unterworfen wird. Zur Kopplung von Genotyp
und Phanotyp lassen sich Bindungseigenschaften mit geziel-
ter Extraktion verbinden, wodurch der Selektionsschritt
eines Zyklus in seiner Effizienz gesteigert werden kann.
Erfindungsgemif notwendig und ausreichend ist jedoch be-
reits die Kompartimentierungsstrategie zur hierarchischen
Parallelfiihrung von Mutantenverteilungen.

Figur 4 zeigt eine typische hierarchische Parallelfiihrung
nach Selektion. Das Diagramm verdeutlicht einen Ausschnitt
aus der Kette zyklischer Reaktionsabfolgen, mit der d:|.e
erfindungsgemiBe hierarchische Parallelfithrung und der
Bezug zu Mutations-, Amplifikations- und Selektionsschritt
verdeutlicht wird. Die angegebenene Zahlen entsprechen
dem erfindungsgemidBen Verfahren. Sie kénnen real jedoch
erheblich abweichen. Ihre GréSenordnungen werden jeweils
so gewahlt, daB
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- optimierte Varianten eine statistisch hohe Chance
haben, positiv selektioniert zu werden bzw. den je-
weils nichsten 2yklus zu erreichen,

- optimierte Varianten sich im Untergrundrauschen min-
derwertiger Varianten im Selektionsschritt zu er-

kennen geben,

- die Amplifikationshéhe ein hinreichend groBSes MeB-
signal des Selektionsparameters erlaubt, :

. - _ _mbéglichst viele unterschiedliche Varianten pro Zyklus -
durchgemustert werden.

Ein Aliquot einer selektierten Variantenverteilung m des

Zyklus o (mo) mit ca 1.000 Varianten wird so auf viele

(z. B. 1.000) ReaktionsgefdBe (RG) verteilt, daB jedes RG

ca. 10 Varianten enthalt, also jede Variante insgesamt

ca. 10 x reprasentiert ist. Somit ist die Wahrscheinlich-

keit des Verlustes einer Variante statistisch klein. Die

Verteilungen des ersten 2yklus (11, 2,0 oo 1. oooa) werden
parallel der Mutagenese unterworfen, wobei ca. 10 Varian-
ten pro RG entstehen. Sie werden so verstarkt, daB ins-

gesanmt ca. 101°ASequenzen pro RG entstehen, die die 103

unterschiedlichen Varianten nachvMutagenese‘beinhalten.

Erfindungsgemaf wird der Reaktionsansatz ny im Selektions-
schritt far den nichsten Zyklus ausgewdhlt, jedoch nicht

iber die Bewertung von n,, sondern iiber die Bewertung des

1
von n, abgeleiteten, verstarkten Mntantenspektrums nl

Far d:é Beispiel von 10 Varianten pro RG reicht es wie-
der, wenn ein Aliquot so auf die 1.000 RG des Folgezyklus
verteilt wird (1,, 2, «.. 1. 0002), da8 im . Durchschnitt
. Wwieder jede elnzelne Variante aus nl' ‘1¢ach im: Zyklus 2
reprdsentiert wird. Auf der Basis der angenommenen

Zahlenwerte wirden 'pro 2Zyklus 10° Varianten ge~-
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mustert. Diese Zahl 13Bt sich deutlich steigern, wenn
entweder mehr RG eingesetzt werden, ein sensitiver oder

schirfer selektierendes Selektionsverfahren eingesetzt

wird oder wenn erwianschte Mangelmutanten 2z. B. durch

Extraktion von nl' abgetrennt werden kénnen, wie es z. B.-
bei einer Selektion iber Bindungsoptimierung méglich ist.
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Patentanspriche

1. Verfahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren mit
verbesserten Eigenschaften mittels Polymerasen, da-
durch gekennzeichnet} daB8 mindestens ein 2yklus der
nachstehend genannten Schritte in einer -Serie von zu
vergleichenden Parallelansitzen durchlaufen wird,

- Nukleinsduresequenzen oder ein Gemisch &hnlicher
Nukleinsiduresequenzen in der Mutantenverteilung
einer Quasi-Spezies werden im Bereich der
Fehlerschwelle einer begrenzten Mutagenese un-
terworfen,

-  diese Gemische werden unter simultanen Bedingun-
gen und/oder nacheinander repliziert,

- die so entstandenen Nukleinsduregemische werden
durch Aufteilung kompartimentiert

- und danach durch ein Selektionssystem selek-.’
tiert, welches die interessierenden Eigen-
schaften der Nukleinsduresequenz selbst oder
indirekt tber deren Translationsprodukt re-
flektiert.

2. Verfahren .nach Anspruch 1, dadurch gekenhzeichnet,
daB die 'begrenzte Mutagenese durch definiert un-
gleichgewichtige Gabe der Purin- und/oder PYrimidin—
nukleotidbasen oder Basenanaloge oder durch mutagene
Substanzen und/oder durch_ energiereiche Strahlung
oder sonstige die Mutation bedﬁnstigende Reaktions-
parameter erzeugt wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch
gekennzeichnet, da8 durch die Einstellung der als
Variablen benutzten Genauigkeit der Replikation oder
deren abgestufte Genauigkeit in konsekutiven Schrit-
ten um den Bereich der Fehlerschwelle herum ("Tem-
pern"), gefolgt von der (>> 10) genaueren Verstar-
kungsreplikation die Verteilung der Nukleinsduren
auf das gesuchte Optimum hin gerichtet durch die
Wertlandschaft im Bereich ihrer Fehlerschwelle ge-
fihrt wird.

 Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch

gékennzeichnet, daB unterschiedliche Nukleinsaure-
sequenzabschnitte unterschie'dlichem Mutagenesedruck

ausgesetzt werden.

Verfahren gemdB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daB die Aufteilung in Kompartimente
so erfolgt, daB einerseits praktisch alle neuen und
alten Varianten in mindestens einem Kompartiment
vorhanden sind und andererseits der Inhalt der Kom-
partimente durch phéanotypische Selektion differen-
ziert werden kann.

Verfahren gemdf Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
daB die zu einer phinotypisch selektierte Biopoly-
merengruppe zugehdrigen Nukleinsauresequenzen simul-~
tan oder nachtraglich alleine oder im Gemisch zuge-

ordnet werden koénnen.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis
6, dadirch gekennzeichnet, daB8 die Selektionierung
der Nukleinsaduregemische an Produkten erfolgt,
welche direkte Kopplungen von Genotypen und Phano-
typen darstellen.
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,’
daB die Selektionierung an Polysomen erfblgt, die in
einer Kopplung sowohl die Translationsprodukte als

. auch deren kodierende RNA enthalten.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB8 die Selektion von  Zyklus 2zu
Zyklus durch Variation der Striﬁgenz der Selektions-
bedingungen und Mutationsbedingungen gesteuert wird.

10. Verfahren gemdB einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, daB eine groBe Anzahl vergleichender
Parallelansitze gefahren und ausgewertet wird.
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Durchmusterung eines groBen,
selektierten Mutantenspektrums

Anzahl der Multiqﬁzitét der Varianten ~  Amplifikation/

Reaktions- Verdiinhung
gefaBe (RG)
Initiales Variantenspektrum 1 109
Verteilung 1.000 106
Verstarkung (x10 6) 1.000 106 106 _
: ‘ 1. Zyklus
Selektion ’ 1 106 106
Verdiinnung (x10 -5) 1 106 10
Verteilung 1.000 104
Verstarkung (x10 6) 1.000 104 106
2. Zyklus
Selektion 1 104 106 .
Verdinnung (x10 -5) 1 104 10
Verteilung 1.000 102
Verstirkung (x106) 1000 - 102 108
3. Zyklus
Selektion 1 102 106
Verdiinnung (x10 -5 1 102 10
Verteilung : 1.000 . 1
Verstarkung (x10 6) 1.000° 1 106
4. Zyklus
Selektion eines ‘ 1 1 106

Klons

* Poisson - Verteilung

ERSATZBLATT
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Mutagenese und Amplifikationsstrategie zum
nSchmelzen" von Quasi Spezies Verteilungen

(a) Amplifikation
unter groBem
Mutationsdruck

N

{b) Amplifikation
unter geringerem
Mutationsdruck

CErE=EETs)

sen e I
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Zykli'scheProduktoptirhieru’ng
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1RNA /{RNA
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Proteinbiosynthese

{

x/n Selektion optimierter
Reaktionsansatze
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Selektion des
spezifischen Komplexes
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cDNA
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PCR Mutagenese

}

1 x n Erweiterung der
Reaktionsansitze
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DNA Ampilifikation '
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Hierarchische Parallelfiihrurig und Selektion
Selektion n
Verteilung in
Parallelansitze
h) - b) / N ) . -
Hierarchische 1 29 3 eeveeveseereece seeeese 999410004 Posmor'nZ yklus
e | o | o |00 00|
e)-1 I .
cDNA L
- Mutagenese/ n’
Verteilung (103)
g) -h)
Verstarkung -
6 o o’
(10°) 1019)
Selektion o . [Selektion ny
Verteilung .ot ue Lt stalistische Verteilung
" inParallelansitze
oder :
funktionale Selektion Giber direkte
R -.Genotyp/Phénotyp-
ce e _ Kopplung :
___% \ Position
12 22 32 . P2 ssvsosscoe o 999210002 Zyklus
(10) (10) (10) (10) (10) (10) (Besetzung)
P2
(193)
2
(1910)
Selektion p

»
.

Durchmusterung des selektierten Mutantenspektrums

ERSATZBLATT



INTERNATIONAL SEARCH REPORT - International application No.
' PCT/EP92/00840

A.  CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
Int.C1° : C12Q 1/68;. C12N 15/10; C12P 21/00

According to International Patent Classification (IPC) er to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED
Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

mt.C1® : c120; Ci2N N
Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the ficlds searched

Electronic data base consulted during the international scarch (pame of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to daim No.

A SCIENCE 1
volume 249, 3 August 1990, LANCASTER, PA US
pages 505 - 510;

C. TUERK ET AL.: "Systematic evolution of ligands
by exponential enrichment : RNA ligands to
bacteriophage T4 DNA polymerase"

(cited in the application)

see the whole document

A BERICHTE DER BUNSEN-GESELLSCHAFT FiiR 1
PHYSIKALISCHE CHEMIE

volume 89, 1985, WEINHEIM, DE

pages 658 - 667; :
M. EIGEN : "Macromolecular evolution : dynamical
ordering in sequence space”

see the whole document, in particular

abstract and "Conclusions”

A NATURE. 1
volume 344, 29 March 1990, LONDON GB
pages 467 - 468; /
D Further documents are listed in the continuation of Box C. D See patent family annex.
*  Special categories of cited documents: “T l‘aaw d:dwmem publghedaflt'u“:che internat b:xﬁh:egd dat or pricrity
nan 1] 1 Ct Wit
A m d:g;nng the general state of the art which is pot considered the p:na::el:rmo y ::deﬂymagpal;?;:;zlm;q to understap

“E” eatlies document but published on or after the international filing date  “X™ document of particular relevance; the claimed iovention cannot be
considered povel or cannot be considered to involve an inventive

“L” document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another cnazron oz other step when the document is taken alone
- spedalmn(asspeuﬁed) “Y” dmofpammlvaernkﬁnu; the claimed lmnmh
“Q~ documeu £ to an oral other co to in an inventive step when '
referriog to an Mm use, exhibition or wmhnedmlhmotmo!bersthdocgmems.swbmmdon

P dmmmpnhhshedpmoﬂotbcmmaﬁonalﬁlmgdatcbullamman 8 s to a person skilled in the art

the priority date claimed “&" document member of the same patent family
Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
13 August 1992 (13.08.92) 16 September 1992 (16.09.92)
Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer -

European Patent Office -
Facsimile No. Telephone No.

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992)



-2-

INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/EP92/00840

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Gitation of document, with indication, where appropriaté, of the relevant passages -

Relevant to claim No.

D.L.ROBERTSON ET AL.: “Selection in vitro of an
RNA enzyme that specifically cleaves
single-stranded DNA"

see the whole document

A GENE. '
volume 82; 1989, AMSTERDAM NL

pages 83 - 87;

G.F. JOYCE : “Amplification, mutation and
selection of catalytic RNA®

see the whole document

A EP, A, 0285123 (SUOMEN SOKERI 0Y) 5 October 1988

see page 7, line 50 - page 8, line 14; claims

P, X WO, A, 9105058 - (KAWASAKI G.) 18 April 1991

see page 2, line 37 - page 7, line 21

see page 24, line 36 - page 25, line 11; claims
E WO, A, 9202536 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
COLORADO) 20 February 1992

see the whole document

in particular page 2, line 30 - page 15, line 11,
page 40, line 6 - page 41, line 2 and claims

—— i -

1,8

1,8

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992)

"

o



"

EPO FORM Po4le

ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. E: 92002;319

Mmﬁs&&emhﬂymmﬁuwﬂun&mwh the above-mentioned internztional search report.

The members are as contained in the Europesn Patent Office EDP file on
'l'heBnnpnnhtemOﬁukhquwmmmeﬁcbmwﬂyﬁvmfumemofinfotmﬁon.l3/08/9_2

Patent document “Publication Patent family ' Publication
dwﬂinsutdr_tpon date membes(s) - date
EP-A-0285123 05-10-88 JP-A- 1020089 * 24-01-89
NO-Ar9105058 18-04-91 AU-A- 6537390 28-04-91

EP-A- 0494955 22-07-92

WO-A-9202536 20-02-92  AU-A- 8498091  02-03-92

For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82



INTERMATIONALER RECHERCHENBERICHT

© PCT/EP 92/90840 :

E. KLASSIFIATION DES ANMELDUNGSGEGENSTANDS (bai mchreren [Klassifitationssymbolea sind alle anzugeben)®

Nach der Internationalen Patenthlassifikation (IPC) cder nach dey pativazlen Khissifihatioa und deg IPC

Int.K1. § C12Q1/68; C12N15/10; C12P21/00
. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE

Rocherehicror Mindestprilfstoft 7
Kiassifikatioassytem Kiassifikationssymbole
Int.K1. 5 C120; - CI2N

MQWMdeMcVMWMM
unter dic recharchicricn Sachgebico fallaa

1L, EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGERN ©-

Are® Kennzzichaung dev Vertifenttichung!! , soweit arforderiich nnto Angnbo der mafigeblichen Teile 12 Baw. Apsprach Nei3

A SCIENCE 1
Bd. 249, 3. August 1920, LANCASTER, PA US

Seiten 505 - 510;

C.TUERK ET AL.: 'Systematic evolution of ligands
by exponential enrichment: RNA ligands to
bacteriophage T4 DNA polymerase’

in der Anmeldung erwdhnt

siehe das ganze Dokument

A BERICHTE DER BUNSEN-GESELLSCHAFT FuR : 1
PRYSIKALISCHE CHEMIE

Bd. 89, 1985, WEINHEIM,DE

Seiten 658 - 667;

M.EIGEN: 'Macromolecular evolution' dynamical
ordering in sequence space'

siehe das ganze Dokument, besonders die
Zusammenfassung und “Conclusions"

-f—
© Besondero Kntegoricn von sngegebenen VartifaniBichungen 10
°A° Vertifenilichung, die den allgemeinon Stand der Techniht “x° smvmmwm
definien, abey ols besonders bedeutsan anzusehen st meldciatem eder dem i vertffendicht worden
“E" ieres Dokmment, dosfedoch arst o e noch der ntarns Verssininds s for EelinSame TP Pzl
i H lednmg.dhged lst.daenlh'lﬂitﬂmn sl das thy 2 ol
7x° vmmmmmmwmmmw
prelfehalt cachdinen m ﬁmﬁ ts Exfindun b ot als e oo aed rindcrscho T
pannten mwm;we@msﬂlﬁadbwam kit baredad barada wesd
anderen beseadaen Gyund angegeben ist (Wi ausgefnh) i of v«w@ummmmw m‘lmw
“0° Veartffeatlichung, dia sich nuf cine mindliche Offenbarung, ] e e e i
&wammm&émAMwquﬁwaMGOMNhﬁﬂm einer oder mearcren anderen VertHeatiichun aswﬂmm
0 Ve gebracht wizd und diesa Veshindung B2
P> Valmat!i dle vor dem internationalen Anmeldeds. g@ﬁ‘uhnam cicgead ist
ma&amﬁ mpmzan‘mmm verdffat- - “&° Verbfathichung, dic Mitglied derseiben Patentéamille ist
V. BESCHEINIGUNG
Dotuss des Abschiusses deg Internationalen [Recherche Abscadedntem des internatioanten Rothercheaberichts
13.AUGUST 1992 16. 8%
Internacionale Recherchenbebirdo Unterschyift des bevalimicheigicn Bedicasteten
EUROPAISCHES PATENTAMT LUZZATTO E.R;Zgég%227

Fere3ot PCT/ISA/I0 (B 2) (deocr 1539)



Internaticnales Aktenzeichen

PCT/EP 92/00840

1. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN  (Fortseuzung von Blatt 2)

m’

Kennzeichnung der Vesbéfentlichung, soweit esforderlich unter Angabe der imalgedlichen Teile

Betr. Anspruch Nr.

P,X

NATURE. ‘
Bd. 344, 29. Mirz 1990, LONDON GB

Seiten 467 — 468;

D.L.ROBERTSON ET AL.: 'Selection in vitro of an
RNA enzyme that specifically cleaves
single-stranded DNA'

siehe das ganze Dokument

GENE.

.Bd. 82, 1989, AMSTERDAM NL

Seiten 83 - 87; ,
G.F.JOYCE: 'Amplification,mutation and selection

of catalytic RNA'
siehe das ganze Dokument

EP.A,0 285 123 (SUOMEN SOKERI OY) 5. Oktober

1988
siehe Seite 7, Zeile 50 - Seite 8, Zeile 14;

Anspriiche

W0,A,9 105 058 (KAWASAKI G.) 18. April 1991
siehe Seite 2, Zeile 37 - Seite 7, Zeile 21
siehe Seite 24, Zeile 36 - Seite 25, Zeile 11;

Anspriiche

W0,A,9 202 536 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
COLORADO) 20. Februar 1992

siehe das ganze Dokument

besonders Seite 2, Zeile 30 - Seite 15, Zetle
11, Seite 40, Zeile 6 - Selte 41, Zeile 2 und

Anspriiche

1,8

1,8

Parmhisst PCT/ISA/210 (Zusatzbogen) (Jumaar 1985)

o



EPO FORM PO

ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR.

EP 9200840
SA 59019

mmmﬁaamurmmmhwwm Recherchenbericht angefihrten
Patentdokumente

mmmarmmmumummwmmrmmm
Dicse Angaben dienen pur zur Unterrichtung uad erolgen okne Gemibe. 13/08/92
I nw Datum der Mitglied(er) der Datum -
angefiikrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilic Veroffentlichmg
EP-A-0285123 05-10-88 JpP-A- 102008_9 24-01-89
W0-A-9105058 18-04-91 AU-A— 6537390 28-04-91
_ A EP-A- 0494955 22-07-92
20-02~92 AU-A- 8498091 02-03-92

WO-A-9202536

Fiir niihere Wn&mhﬁq:ﬁ#whmw&dm




	2007-02-15 Foreign Reference

